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原核 ｐｐｒＩ 基因活体转染对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠急性
放射损伤保护作用的研究
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【摘要】 　 目的　 研究耐辐射奇球菌 ｐｐｒＩ 基因活体转染对小鼠急性放射损伤的防护作用。 方法

　 采用 ＳＰＦ 级纯品系 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小鼠，应用活体电转染技术，将 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１ 空载质粒及 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃
ｐｐｒＩ 基因重组质粒转入小鼠股前肌肉。 应用６０ Ｃｏ γ 射线进行全身照射，死亡率观察组吸收剂量为

６ Ｇｙ，观察照后 ３０ ｄ 内小鼠死亡率的变化；放射效应观察组吸收剂量为 ４ Ｇｙ，于照后 １、７、１４、２８ 和

３５ ｄ 观察小鼠外周血象、胸腺、脾脏和骨髓细胞的凋亡率，并于照后第 ７ 和 ２８ 天观察小鼠肺脏和睾

丸组织的病理变化。 结果　 质粒注射剂量为 ５０ μｇ ／ ５０ μｌ，电场强度为 ２００ Ｖ ／ ｃｍ 时转染肌细胞的效

率最高。 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃ｐｐｒＩ 基因重组质粒转染组小鼠急性辐射死亡率为 ３０％ ，显著低于单纯照射组

（６０ ０％ ）和空载体组（６３ ３％ ）（χ２ ＝ ４． ９０、６． ２４，Ｐ ＜ ０ ０５）。 与单纯照射组、空载体组比较，ｐＥＧＦＰ⁃
ｃ１⁃ｐｐｒＩ 基因重组质粒转染组小鼠的外周血白细胞计数在照后 １、７、１４ 和 ２８ ｄ 显著增高（Ｆ ＝ １６ ２６、
８ １０、６ ３７、１０ ７４，Ｐ ＜ ０ ０５），血小板计数在照后第 ７ 和 １４ 天显著增高（Ｆ ＝ ７ ３６、５ ７１，Ｐ ＜ ０ ０５），
淋巴细胞百分率在照后 ７ ｄ 显著增高（Ｆ ＝ １８ ４３，Ｐ ＜ ０ ０５）；胸腺和骨髓细胞凋亡率均在照后第 １、
７、１４、２８ 和 ３５ 天显著降低（Ｆ ＝ ３ ８８、１４ ９１、１４ １４、３９ ８６、５ ６５，Ｐ ＜ ０ ０５；Ｆ ＝ ５３ ７０、１１ ７５、２１ ７８、
４１ ４０、４ ５４，Ｐ ＜ ０ ０５）；脾脏细胞凋亡率在照后第 １、７、１４ 和 ２８ 天显著降低（Ｆ ＝ ９７ ９５、５６ ６１、
３３ ５５、１４ ７１，Ｐ ＜ ０ ０５）。 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃ｐｐｒＩ 基因重组质粒转染组小鼠肺脏和睾丸的放射病理损伤较轻

并且恢复较快。 结论　 耐辐射奇球菌 ｐｐｒＩ 基因活体电转染对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠急性放射损伤具有显著

的保护作用，为进一步临床应用奠定了实验基础。
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ｒａｄｉｏｄｕｒａｎｓ ｏｎ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍａｌｅ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｉｎ ＳＰＦ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ． Ｔｈｅ
ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃ｐｐｒＩ ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ ａｎｔｅｒｏｌａｔｅｒａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｂｙ ６ Ｇｙ ６０Ｃｏ γ⁃ｒａｙｓ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ｂｏｄｙ
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ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｙｓ ７ ａｎｄ ２８ ａｆｔｅｒ γ⁃ｒａｙ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ａ Ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ５０ μｇ ／ ５０ μｌ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｉｅｌｄ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ２００ Ｖ ／ ｃｍ． Ｔｈｅ ａｃｕｔｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃
ｐｐｒＩ ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ３０％ ， ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （６０． ０％ ） ａｎｄ
ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｇｒｏｕｐ （６３． ３％ ） ａｆｔｅｒ ６ Ｇｙ γ⁃ｒａｙ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（ χ２ ＝ ４ ９０， ６ ２４，Ｐ ＜ ０ ０５）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＷＢＣ ｃｏｕｎｔ ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃
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ａｎｄ １４ （Ｆ ＝ ７ ３６， ５ ７１，Ｐ ＜ ０ ０５）， ｍｅａｎｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｏｎ
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ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．
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Ａｃｕｔｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ

　 　 耐辐射奇球菌（Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｒａｄｉｏｄｕｒａｎｓ，ＤＲ）是
目前为止发现的耐辐射能力最强的生物之一［１⁃２］。
因其对电离辐射、紫外线等辐射引起的致死和突变

效应具有极强的抗性，近年来倍受辐射生物学、医
学和环境工程学者的关注［３⁃４］。 ｐｐｒＩ 基因是耐辐射

奇球菌 ＤＮＡ 损伤修复和保护途径的总开关基因，可
通过调控耐辐射奇球菌 ｒｅｃＡ、ｐｐｒＡ 等基因的表达而

加速电离辐射引起的 ＤＮＡ 损伤的修复［５］。 研究表

明，该基因转化大肠杆菌，可以增强大肠杆菌的辐

射抗性［６］。 然而，由于原核生物与真核生物这两大

种系在基因、蛋白组成和调控机制存在巨大差异，
原核 ｐｐｒＩ 基因能否转入 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠并在其体内发

挥放射防护的作用，迄今尚未见国内外有关文献报

道。 本实验采用活体电转染技术，将本实验室构建

ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃ｐｐｒＩ 基 因 真 核 表 达 载 体［７］， 转 染 到

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠中，采用多种放射生物学指标，研究原

核 ｐｐｒＩ 基因对高等真核哺乳动物急性辐射损伤的

防护作用。

材料与方法

１． 质粒：ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃ｐｐｒＩ 真核表达载体由本实

验室制备保存。
２． 主要试剂与仪器：质粒大量抽提试剂盒购自

德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司，凋亡试剂盒购自南京凯基生物

科技发展有限公司，活体基因导入仪（ＥＣＭ８３０）购

自美国 ＢＴＸ 公司，血液细胞分析仪购自深圳迈瑞公

司，流式细胞仪（Ｃｙｔｏｍｉｃｓ ＦＣ５００）购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ
公司。

３． 实验动物及分组：ＳＰＦ 级纯品系 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄

性小鼠共 １７８ 只，购自上海斯莱克实验动物公司，
６ ～ ８周龄，体重（１８ ± ２）ｇ，经 １ 周适应期饲养后，将
小鼠用随机数字表法分为质粒转染剂量组（８ 只），
死亡率观察组（９０ 只）和放射效应观察组（８０ 只）。

其中，死亡率观察组 ９０ 只，又分为 ３ 个组，单纯照射

组，转染空载体 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１ 的空载体组，转染 ｐＥＧＦＰ⁃
ｃ１⁃ｐｐｒＩ 的转基因组，每组 ３０ 只；放射效应观察组又

分为对照组（未照射）５ 只，单纯照射组、空载体组和

转基因组各 ２５ 只。
４． 质粒活体电转染小鼠：不同剂量的无内毒素

的 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃ｐｐｒＩ 质粒 １ μｇ ／ μｌ 分别注射小鼠后腿

股前肌肉，注射 １ ｍｉｎ 后，用 ＥＣＭ８３０ 型活体基因导

入仪，给予不同电场强度刺激。 转染后 ２４ ｈ 处死小

鼠，取注射部位的肌肉做冰冻切片，用荧光显微镜

观察 ＧＦＰ 的荧光强度，确定重组质粒 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃
ｐｐｒＩ 注射的最佳剂量和最佳电场强度。 死亡率观察

组和放射效应观察组的空载体组和转基因组分别

于照前 ２４ ｈ 将质粒 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１ 和重组质粒 ｐＥＧＦＰ⁃
ｃ１⁃ｐｐｒＩ 以最佳剂量（５０ μｇ ／ μｌ）注射入小鼠股前肌，
１ ｍｉｎ 后用 ＥＣＭ８３０ 型活体基因导入仪以最佳电场

强度进行转染。
５． 照射条件：苏州大学６０Ｃｏ γ 源照射，吸收剂

量率为 ０ ３８ Ｇｙ ／ ｍｉｎ，死亡率观察组吸收剂量为

６ Ｇｙ，放射效应观察组吸收剂量为 ４ Ｇｙ。
６． 死亡率观察：单纯照射组、空载体组和转基

因组小鼠，经 γ 射线 ６ Ｇｙ 照后饲养于无菌室中，观
察 ３０ ｄ，每天记录小鼠的死亡情况。

７． 小鼠外周血象的检测：小鼠经 γ 射线照射

４ Ｇｙ后，分别于照后 １、７、１４、２８ 和 ３５ ｄ 小鼠眼球取

血，置于含 ＥＤＴＡ 的抗凝管中，用血液细胞分析仪测

定 ＷＢＣ、ＰＬＴ 和淋巴细胞分类计数。
８． 小鼠胸腺、脾脏淋巴细胞和骨髓细胞凋亡率

检测：小鼠经 γ 射线照射 ４ Ｇｙ 后，分别于照后 １、７、
１４、２８ 和 ３５ ｄ 小鼠处死，取胸腺和脾脏置于 ２ ｍｌ ＰＢＳ
中，梳刮制备淋巴细胞单细胞悬液。 取股骨后用 １ ｍｌ
ＰＢＳ 冲洗骨髓腔，制备骨髓细胞单细胞悬液。 将上述

单细胞悬液离心半径 ６ ５ ｃｍ，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心５ ｍｉｎ

·６８４· 中华放射医学与防护杂志 ２０１５ 年 ７ 月第 ３５ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔ， Ｊｕｌｙ ２０１５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． ７



后用 ＰＢＳ 洗 １ 次，再次同样离心弃上清，加 ３ ｍｌ
Ｔｒｉｓ⁃ＮＨ４Ｃｌ 溶液 （ｐＨ ７ ２）混匀，静置 ５ ｍｉｎ，破除红

细胞，然后加 ＰＢＳ 至 １０ ｍｌ 中止。 离心收集细胞

（１ ～ ５） × １０５ 个，加入 ５００ μｌ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 结合液

悬浮细胞，再加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ５ μｌ ＰＩ，避光室

温孵育 １０ ｍｉｎ，送流式细胞仪检测。
９． 小鼠组织器官的病理观察：对照组小鼠

３ 只，处死后取肺、睾丸；单纯照射组、空载体组和转

基因组分别于照射后第 ７ 和 ２８ 天每组取 ５ 只小鼠

处死，取肺、睾丸制作石蜡病理切片，显微镜下观察

病理图片。
１０． 统计学处理：数据以 ｘ ± ｓ 表示。 采用 ＳＰＳＳ

１６ ０ 统计软件对血象和细胞凋亡数据进行单因素

方差分析，对组间实验数据进行 ＬＳＤ 检验。 小鼠生

存率分析采用 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验。 Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有统

计学意义。

结　 　 果

表 １　 照射后不同时间小鼠外周血白细胞计数的变化（ × １０９ ／ Ｌ，ｘ ± ｓ）
组别　 　 只数 １ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ ３５ ｄ

对照组 ５ ４ ８８ ± ０ ５４ ４ ８８ ± ０ ５４ ４ ８８ ± ０ ５４ ４ ８８ ± ０ ５４ ４ ８８ ± ０ ５４
单纯照射组 ５ １ １８ ± ０ ３４ ０ ８５ ± ０ ２８ １ ９２ ± ０ ２３ ３ ０３ ± ０ ４１ ４ ５５ ± ０ ７７
空载体组 ５ １ １２ ± ０ ２７ ０ ８１ ± ０ ４７ １ ６１ ± ０ ３２ ３ ３７ ± ０ ６４ ４ ６０ ± ０ ５２
转基因组 ５ ２ ０９ ± ０ ２９ａｂ １ ６０ ± ０ ２６ａｂ ２ ５７ ± ０ ６４ａｂ ４ ３５ ± ０ ２８ａｂ ５ １１ ± ０ ３４

　 　 注：ａ与单纯照射组比较，ｔ ＝ ３ ５３、３ ３４、１ ６９、３ ９６，Ｐ ＜ ０ ０５； ｂ与空载体组比较，ｔ ＝ ４ ２１、２ ６５、２ ３７、２ ４８，Ｐ ＜ ０ ０５

表 ２　 照后不同时间小鼠外周血血小板计数的变化（ × １０９ ／ Ｌ，ｘ ± ｓ）
　 组别 只数 １ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ ３５ ｄ
对照组 ５ ８３９ ６０ ± ７０ ２３ ８３９ ６０ ± ７０ ２３ ８３９ ６０ ± ７０ ２３ ８３９ ６０ ± ７０ ２３ ８３９ ６０ ± ７０ ２３
单纯照射组 ５ ５３４ ３３ ± ７１ ０２ ３３５ ４０ ± ６８ ５３ ４０８ ４０ ± ７７ ７７ ５３１ ２０ ± ８５ ３２ ８２１ ７７ ± ９９ ２２
空载体组 ５ ５２２ ２５ ± ５６ ７２ ３６８ ２０ ± ７８ ５７ ３６９ ６０ ± ７７ ６７ ５２５ ４０ ± ８０ ２７ ８３７ ２０ ± ９６ １９
转基因组 ５ ５４５ ６０ ± ６９ ４７ ５１１ ８０ ± ８４ １１ａｂ ５４３ ００ ± ９８ ３７ａｂ ６５２ ００ ± ８７ ７０ ８６７ ４１ ± ９９ ９２

　 　 注： ａ与单纯照射组比较，ｔ ＝ ２ ８２、１ ８６，Ｐ ＜ ０ ０５；ｂ与空载体组比较，ｔ ＝ ２ ６２、２ ４１，Ｐ ＜ ０ ０５

　 　 １． 根据小鼠肌肉组织 ＧＦＰ 绿色荧光强度确定

最佳质粒注射剂量和电场强度：质粒注射剂量一定

（５０ μｇ ／ ５０ μｌ）时，随着电场强度增大，小鼠肌肉组

织的 ＧＦＰ 的荧光强度逐渐增强，于 ２００ Ｖ ／ ｃｍ 时达

到最强，之后随着电场强度增大，ＧＦＰ 的荧光强度

反而降低；电场强度一定（２００ Ｖ ／ ｃｍ），随着质粒注

射剂量的增加，小鼠肌肉组织的 ＧＦＰ 的荧光强度逐

渐增强，于注射剂量为 ５０ μｇ 时达到最强，之后增加

注射剂量，ＧＦＰ 的荧光强度反而降低。 因此，死亡

率观察组和放射效应观察组中的空载体组和转基

因组注射剂量定为 ５０ μｇ ／ ５０ μｌ，用 ＥＣＭ８３０ 型活体

基因导入仪给予电场强度 ２００ Ｖ ／ ｃｍ，持续 ５０ ｍｓ，频
率 １ Ｈｚ 的电脉冲 ８ 个。

２． 小鼠受照后的死亡率：各组小鼠经 ６ Ｇｙ γ 射

线照射后 ３０ ｄ 内单纯照射组、空载体组、转基因组

小鼠死亡率分别为 ６０ ０％ 、６３ ３％和 ３０ ０％ 。 转基

因组小鼠的死亡率较单纯照射组和空载体组均降

低，差异有统计学意义（χ２ ＝ ４． ９０、６． ２４，Ｐ ＜ ０ ０５）。
空载体组小鼠死亡率与单纯照射组相比，差异无统

计学意义。 ３ 组小 鼠 的 死 亡 多 集 中 于 照 射 后

１５ ｄ内。
３． 小鼠外周血白细胞计数：４ Ｇｙ γ 射线照射后

各组小鼠不同时间点外周血白细胞计数的变化见

表 １。 由表 １ 可知，照后 １ ｄ，各组小鼠的外周血白

细胞计数均开始降低，并于照后 ７ ｄ 降至最低，１４ ｄ
开始恢复，至 ３５ ｄ 恢复正常；在照后 １、７、１４ 和２８ ｄ，
转基因组小鼠外周血白细胞计数明显高于单纯照

射组，差异有统计学意义 （ ｔ ＝ ３ ５３、３ ３４、１ ６９、
３ ９６，Ｐ ＜ ０ ０５），并且明显高于空载体组，差异有统

计学意义（ ｔ ＝ ４ ２１、２ ６５、２ ３７、２ ４８，Ｐ ＜ ０ ０５）；与
单纯照射组和空载体组相比，在照后 １、７、１４ 和 ２８
ｄ，转基因组小鼠外周血白细胞计数减少，差异有统

计学意义（Ｆ ＝ １６ ２６、８ １０、６ ３７、１０ ７４，Ｐ ＜ ０ ０５）。
４． 小鼠外周血血小板计数：４ Ｇｙ γ 射线照射后

小鼠不同时间点外周血血小板计数变化列于表 ２。
照后 １ ｄ，各组小鼠的外周血血小板计数均出现降

低，并于照后 ７ ｄ 降至最低，１４ ｄ 开始恢复，至 ３５ ｄ
恢复正常；在照后 ７ 和 １４ ｄ，转基因组小鼠外周血血

小板计数明显高于单纯照射组，差异有统计学意义

（ ｔ ＝ ２ ８２、１ ８６，Ｐ ＜ ０ ０５）并且明显高于空载体组，
差异有统计学意义（ ｔ ＝ ２ ６２、２ ４１，Ｐ ＜ ０ ０５）；与单

纯照射组和空载体组相比，转基因组小鼠外周血血

小板计数在 ７ 和 １４ ｄ 减少幅度少于另两组，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ７ ３６、５ ７１，Ｐ ＜ ０ ０５）。
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５． 小鼠外周血淋巴细胞百分率：４ Ｇｙ γ 射线照

射后不同时间点小鼠外周血淋巴细胞百分率变化

见表 ３。 由表 ３ 可知，照后 １ ｄ 各组小鼠的外周血淋

巴细胞百分率均出现降低，并于照后 ７ ｄ 降至最低，
１４ ｄ 开始恢复，至 ３５ ｄ 恢复正常；在照后７ ｄ，转基

因组小鼠外周血淋巴细胞百分率明显高于单纯照

射组，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ３ ７０，Ｐ ＜ ０ ０５），并且

明显高于空载体组，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ４ ３０，
Ｐ ＜ ０ ０５）；与单纯照射组和空载体组相比，转基因

组小鼠外周血淋巴细胞百分率在 ７ ｄ 减少，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ １８ ４３，Ｐ ＜ ０ ０５）。

表 ３　 照后不同时间小鼠外周血淋巴细胞百分率的变化（％ ，ｘ ± ｓ）
组别 只数 １ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ ３５ ｄ

对照组 ５ ７２ ７２ ± ９ ８０ ７２ ７２ ± ９ ８０ ７２ ７２ ± ９ ８０ ７２ ７２ ± ９ ８０ ７２ ７２ ± ９ ８０
单纯照射组 ５ ５０ ２７ ± ６ ９５ ２７ １６ ± ５ ３６ ５５ ３２ ± ６ １０ ６７ ４６ ± ５ ０６ ７２ ０３ ± ６ １４
空载体组 ５ ５３ ５５ ± ５ ９２ ２４ ６８ ± ５ ２１ ５６ ０４ ± ６ ４９ ６７ ８０ ± ４ １４ ７１ ９７ ± ７ ０１
转基因组 ５ ５２ ６８ ± ５ ０６ ４３ ７８ ± ５ ６５ａｂ ６４ ０２ ± ４ ５４ ７０ ８８ ± ９ １１ ７３ ５７ ± ７ １７

　 　 注：ａ与单纯照射组比较，ｔ ＝ ３ ７０，Ｐ ＜ ０ ０５；ｂ与空载体组比较，ｔ ＝ ４ ３０，Ｐ ＜ ０ ０５

表 ４　 照后不同时间小鼠胸腺细胞凋亡率的变化（％ ，ｘ ± ｓ）
组别 只数 １ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ ３５ ｄ

对照组 ５ ３ ０７ ± １ ０２ ３ ０７ ± １ ０２ ３ ０７ ± １ ０２ ３ ０７ ± １ ０２ ３ ０７ ± １ ０２
单纯照射组 ５ ６ ２８ ± １ １７ １７ ５１ ± ２ ５６ １３ ００ ± １ ４６ ８ ９３ ± ０ ２５ ４ ３３ ± ０ ８０
空载体组 ５ ５ ５８ ± ０ ８４ １６ ２３ ± １ ９５ １２ １４ ± ２ ８７ ８ ４７ ± ０ ９１ ４ ４３ ± ０ ７０
转基因组 ５ ４ １６ ± １ ５６ａ １０ ７０ ± １ ６８ａｂ ６ ５７ ± １ ６０ａｂ ５ ００ ± ０ ９２ａｂ ３ ２０ ± ０ ３３ａｂ

　 　 注：ａ与单纯照射组比较，ｔ ＝ １ ８９、３ ８６、５ １５、７ １５、２ ２６，Ｐ ＜ ０ ０５；ｂ与空载体组比较，ｔ ＝ ３ ７３、２ ９４、４ ６４、２ ７５，Ｐ ＜ ０ ０５

表 ５　 照后不同时间小鼠脾脏细胞凋亡率的变化（％ ，ｘ ± ｓ）
组别 只数 １ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ ３５ ｄ

对照组 ５ ３ ４６ ± ０ ４０ ３ ４６ ± ０ ４０ ３ ４６ ± ０ ４０ ３ ４６ ± ０ ４０ ３ ４６ ± ０ ４０
单纯照射组 ５ １２ ８９ ± ０ ９６ １７ ７５ ± １ ７０ １２ ５３ ± １ ５４ ８ ４０ ± １ ３０ ４ ３３ ± ０ ７１
空载体组 ５ １１ ５５ ± １ ３９ １６ ９６ ± １ ２８ １１ ８９ ± １ ９１ ７ ８３ ± １ ５１ ４ ２０ ± ０ ６６
转基因组 ５ ４ １４ ± ０ ７４ａｂ ９ ７０ ± ０ ８３ａｂ ５ ８１ ± ０ ３６ａｂ ４ ２０ ± １ １５ａｂ ３ ６７ ± ０ ６０

　 　 注：ａ与单纯照射组比较，ｔ ＝ １２ ５０、７ ３６、７ ３８、４ １９，Ｐ ＜ ０ ０５；ｂ与空载体组比较，ｔ ＝ ８ １５、８ ２６、５ ４２、３ ３１，Ｐ ＜ ０ ０５

６． 小鼠胸腺细胞凋亡率：４ Ｇｙ γ 射线照后不同

时间点小鼠胸腺细胞凋亡率的变化见表 ４。 由表 ４
可知，照后 １ ｄ 各组小鼠胸腺细胞凋亡率均出现增

高，并于照后 ７ ｄ 增高至最高值，１４ ｄ 开始恢复，至
３５ ｄ 基本恢复正常；在照后 １、７、１４、２８ 和 ３５ ｄ，
ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃ｐｐｒＩ 基因转染组小鼠胸腺细胞凋亡率明

显低于单纯照射组，差异有统计学意义（ ｔ ＝ １ ８９、
３ ８６、５ １５、７ １５、２ ２６，Ｐ ＜ ０ ０５）并且在照后 ７、１４、
２８ 和 ３５ ｄ 明显低于空载体组，差异有统计学意义

（ ｔ ＝ ３ ７３、２ ９４、４ ６４、２ ７５，Ｐ ＜ ０ ０５）；与单纯照射

组和空载体组相比，在照后 １、７、１４、２８ 和 ３５ ｄ，转基

因组小鼠胸腺细胞凋亡率增高幅度少于另两组，差
异有统计学意义 （Ｆ ＝ ３ ８８、１４ ９１、１４ １４、３９ ８６、
５ ６５，Ｐ ＜ ０ ０５）。

７． 小鼠脾脏细胞凋亡率：４ Ｇｙ γ 射线照后不同

时间点小鼠脾脏细胞凋亡率的变化列于表 ５。 由表

５ 可知，照后 １ ｄ 各组小鼠脾脏细胞凋亡率均出现增

高，并于照后 ７ ｄ 增至最高值，１４ ｄ 开始恢复，至
３５ ｄ恢复正常；在照后 １、７、１４ 和 ２８ ｄ，ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃
ｐｐｒＩ 基因转染组小鼠脾脏细胞凋亡率明显低于单纯

照射组，差异有统计学意义（ ｔ ＝ １２ ５０、７ ３６、７ ３８、
４ １９，Ｐ ＜ ０ ０５）并且明显低于空载体组，差异有统

计学意义（ ｔ ＝ ８ １５、８ ２６、５ ４２、３ ３１，Ｐ ＜ ０ ０５）；与
单纯照射组和空载体组相比，转基因组小鼠脾脏细

胞凋亡率在照后 １、７、１４ 和 ２８ ｄ 虽然也增高，但是

增高幅度少于另两组，差异有统计学意义 （ Ｆ ＝
９７ ９５、５６ ６１、３３ ５５、１４ ７１，Ｐ ＜ ０ ０５）

８． 小鼠骨髓细胞凋亡率：４ Ｇｙ γ 射线照射后不

同时间点小鼠骨髓细胞凋亡率变化列于表 ６。 由表

６ 可知，照后 １ ｄ 各组小鼠骨髓细胞凋亡率均出现增

高，并于照后 ７ ｄ 增至最高值，１４ ｄ 开始恢复，３５ ｄ
恢复正常；在照后 １、７、１４、２８ 和 ３５ ｄ，ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃
ｐｐｒＩ 基因转染组小鼠骨髓细胞凋亡率明显低于单纯

照射组，差异有统计学意义（ ｔ ＝ １１ ４３、３ ０６、４ ２３、
７ ６０、２ ０１，Ｐ ＜ ０ ０５）并且在照后 １、７、１４ 和 ２８ ｄ 明

显低于空载体组，差异有统计学意义 （ ｔ ＝ ５ ０８、
４ ００、６ ５５、５ ４４，Ｐ ＜ ０ ０５）；与单纯照射组和空载

体组相比，在照后 １、７、１４、２８ 和 ３５ ｄ，转基因组小鼠

骨髓细胞凋亡率增高幅度少于另两组，差异有统计
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　 　 　 　 表 ６　 照后不同时间小鼠骨髓细胞凋亡率的变化（％ ，ｘ ± ｓ）
组别 只数 １ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ ３５ ｄ

对照组 ５ ５ ２６ ± ０ ９８ ５ ２６ ± ０ ９８ ５ ２６ ± ０ ９８ ５ ２６ ± ０ ９８ ５ ２６ ± ０ ９８
单纯照射组 ５ １１ ８６ ± ０ ４９ １６ ９７ ± ３ ３８ １３ ３５ ± ２ ７２ １０ ０７ ± ０ ８５ ６ ２０ ± ０ ８５
空载体组 ５ １０ ６７ ± １ ０７ １７ ０５ ± ２ ３０ １３ ２３ ± １ ６５ ９ ５３ ± １ ２０ ５ ４０ ± ０ ５７
转基因组 ５ ７ １９ ± ０ ５１ａｂ １０ ０４ ± １ ９９ａｂ ６ ５１ ± ０ ６６ａｂ ５ ０６ ± ０ ７６ａｂ ４ ３０ ± １ ４０ａ

　 　 注：ａ与单纯照射组比较，ｔ ＝ １１ ４３、３ ０６、４ ２３、７ ６０、２ ０１，Ｐ ＜ ０ ０５；ｂ与空载体转染组比较，ｔ ＝ ５ ０８、４ ００、６ ５５、５ ４４，Ｐ ＜ ０ ０５

注：Ａ 为正常小鼠肺脏组织切片，Ｂ ～ Ｄ 分别为照后 ７ ｄ 单纯照射组、空载体组、转基因组小鼠肺脏组织切片，
Ｅ ～ Ｇ 分别为照后 ２８ ｄ 单纯照射组、空载体组、转基因组小鼠肺脏组织切片

图 １　 小鼠肺脏组织病理切片图　 ＨＥ × １００

注：Ａ 为正常小鼠睾丸组织切片，Ｂ ～ Ｄ 分别为照后 ７ ｄ 单纯照射组、空载体组、转基因组小鼠睾丸组织切片，
Ｅ ～ Ｇ 分别为照后 ２８ ｄ 单纯照射组、空载体组、转基因组小鼠睾丸组织切片

图 ２　 小鼠睾丸组织病理切片图　 ＨＥ × １００

学意义（Ｆ ＝ ５３ ７０、１１ ７５、２１ ７８、４１ ４０、４ ５４，Ｐ ＜
０ ０５）。

９． 小鼠肺脏的病理变化：各组小鼠照射后 ７ 和

２８ ｄ 肺脏的组织学变化见图 １。 单纯照射组小鼠照

射后 ７ ｄ，肺泡壁血管充血严重，红细胞渗出较多，肺
泡间隔水肿严重；空载体组小鼠照射后 ７ ｄ，红细胞

渗出增多，充血增多，肺泡腔出现水肿液。 转基因

组小鼠照射后 ７ ｄ，肺泡毛细血管壁充血较单纯照射

组、空载体组轻，有红细胞渗出，肺泡腔轻度水肿。
单纯照射组、空载体组小鼠照射后２８ ｄ，红细胞渗出

减少，肺泡间隔水肿，上皮增生变厚，肺泡受压变

形。 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃ｐｐｒＩ 基因转染组小鼠照射后 ２８ ｄ，红
细胞渗出减少，肺泡间隔轻微增厚，组织结构基本

恢复正常。
１０． 小鼠睾丸的病理变化：各组小鼠照后 ７ 和

２８ ｄ 的睾丸组织学变化示于图 ２。 由图 ２ 可见，照
后 ７ ｄ 单纯照射组、空载体组睾丸破坏严重，生精小

管及支持细胞萎缩坏死，精原细胞及各级精母细胞

变性坏死，数量减少，中间腔空虚，管腔内出现胶原

物质，转基因组变化较轻；照后 ２８ ｄ 时，单纯照射组
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和空载体转染组“空白区”增多，而转基因组小鼠的

部分生精小管及支持细胞再生完成，各级精原细胞

排列整齐紧密。

讨　 　 论

电离辐射在给人类经济和生活带来巨大裨益

的同时，各种核与辐射事故亦不断发生，其大剂量

电离辐射会引起广阔地域和人群的急性放射损伤

（ａｃｕｔｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＡＲＩ）。 近年来，为了应对核

突发事件，提高国家核安全水平，急性放射损伤救

治与防护的研究已成为世界各国重点投资和研究

的领域，迄今有关文献报道极少。 耐辐射奇球菌发

现 ５０ 余年来，耐辐射奇球菌 ｐｐｒＩ 基因及其蛋白的

功能及抗辐射机制的研究多局限于原核细胞内，即
耐辐射奇球菌自身或大肠杆菌系统［５⁃７］。 本实验室

近年来研究表明，耐辐射奇球菌 ｐｐｒＩ 基因转染对

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠中子急性放射损伤具有显著的防护作

用［８⁃９］。 本实验在此基础上，观察带有荧光标记的

耐辐射奇球菌 ｐｐｒＩ 基因对辐射敏感的 ＳＰＦ 级

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的辐射防护作用，结合造血免疫系统

的变化，重要脏器病理的变化，进一步阐明耐辐射

奇球菌 ｐｐｒＩ 基因对哺乳动物的抗辐射作用。
活体基因电转染通过直流电场的瞬间作用将

外源目的基因导入活体的靶组织或器官。 该方法

被认为是一种可行性较高的高效转染方法，已经被

应用于很多组织和动物模型［１０⁃１１］。 ｐｐｒＩ 基因是耐辐

射奇球菌 ＤＮＡ 损伤修复的关键基因，本研究证实，
转染了 ｐＥＧＦＰ⁃ｃ１⁃ｐｐｒＩ 的稳转细胞株辐射抗性增

强，细胞 ＤＮＡ 损伤修复加快［７］。 高剂量电离辐射可

以导致严重的 ＡＲＩ，进而引起多器官的损伤和死亡

率增高。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠对辐射相当敏感，本实验发

现 ｐｐｒＩ 基因转染组小鼠的死亡率明显低于单纯照

射组及空载体转染组，表明 ｐｐｒＩ 基因成功转染到小

鼠体内后对小鼠起到了辐射防护作用，降低了受照

小鼠的死亡率。
电离辐射所致的造血系统的变化可作为 ＡＲＩ

诊治及预后的重要判断指标［１２］。 本实验检测了不

同组别小鼠受照后不同时间点白细胞、血小板、淋
巴细胞百分率及胸腺、脾脏、骨髓细胞凋亡率的变

化。 结果显示小鼠白细胞、血小板及淋巴细胞百分

率在照后均降低，胸腺、脾脏、骨髓细胞的凋亡率均

增高，但 ｐｐｒＩ 基因转染组小鼠的血象降低程度及细

胞凋亡增高程度均低于单纯照射组和空载体组。

表明 ｐｐｒＩ 基因可以提高机体的防御能力，通过胸

腺、脾脏、骨髓细胞的凋亡来调节免疫及造血系统，
加快放射损伤的修复。

ＡＲＩ 常表现为多系统的损伤，除了造血功能抑

制，放射性肺损伤、生殖系统损伤等都是常见的病

理变化。 实验结果显示，小鼠在受 ４ Ｇｙ γ 射线照射

后，肺脏血管通透性增高、肺泡充血水肿、肺泡腔出

现水肿液，而 ｐｐｒＩ 基因转染组小鼠肺脏的病变轻于

单纯照射组和空载体组，且恢复较快，表明 ｐｐｒＩ 基

因对肺脏有明显的保护作用，可以减少肺脏充血、
水肿，减轻肺纤维化，促进修复。 睾丸对射线高度

敏感，受照后睾丸生精小管及支持细胞萎缩坏死，
精原细胞及各级精母细胞变性坏死，数量减少，中
间腔空虚，而 ｐｐｒＩ 基因转染组小鼠病变较轻，至 ２８ ｄ
部分生精小管及支持细胞再生完成，各级精原细胞

排列整齐紧密，组织结构基本恢复正常，表明 ｐｐｒＩ
基因可以保护睾丸组织，加速修复。

综上所述，ｐｐｒＩ 基因转染可以提高小鼠受照后

的生存率，并且可能通过加强造血系统、免疫系统

及其他重要脏器的修复能力来提高整个机体的辐

射抗性。 本研究为原核 ｐｐｒＩ 基因的进一步临床应

用提供了有价值的资料。
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·０９４· 中华放射医学与防护杂志 ２０１５ 年 ７ 月第 ３５ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔ， Ｊｕｌｙ ２０１５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． ７



综上所述，本研究认为 ＡＳＣｓ 能减轻受照射骨

骼肌的病理组织学损伤，促进肌卫星细胞的代偿

增生、再生肌组织，可能是修复骨骼肌放射损伤的

部分机制。
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